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Demande de compte sur : Wiki
https://forge-dga.jouy.inra.fr/ Wiki
1- Tests d'alignement multiple sur échantillons sélectionnés
. L2-6 TP1 France Roguemissou (Aveyron) Néolithique (-6000 -2200)
Quel work projet ?

Test sur echantillons moins riches en ADN
Generer une nouvelle reference
2- Détermination des références reconstructibles
2-1. Calculs de couverture
2-2. Second alignement pour recuperer de la profendeur
A. Détermination de la bonne référence
B. Second alignement
C. Comparaison des profondeurs avant et aprés le 2nd alignement
2-3. Comparaison des affiliations entre nos runs et les données sources
3- Pipeline pour I'ensemble des samples
3.1- Selon "Assembly and analysis of the complete mitochondrial genome of Forsythia suspensa”
1 - Fichiers entrants: fasta de chaque mitochondrie
2- Alignements multiples avec MAFFT & partir des mitochondries completes.
2- Estimation de I'arbre phylogenetique avec RAxML v8.2.10
3.2- Selon "Complete Mitochondrial Genome Sequence of Mansonella perstans”
1- Alignements multiples avec MAFFT v7.427
2- IQ-TREE v1.6.2 run with ModelFinder
3- 1,000 ultrafast bootstrap replicates
4-iTOL v5


https://forge-dga.jouy.inra.fr/

INRAZ . , .
Point sur les 89 echantillons

* Au moins 12 FASTQ corrompus (Nb sequences R1/R2 différent — Buffer error)
Listés dans le wiki (acces wiki ?) :

L10 1 BC5_S58

L10 11 SCO_1338_S63
L11 2 SCO_81 S67

L11 6 SCO_116_S69

L2 11 MPHB3_S79

L4 11 MD2_S21

L4 9 MD12_S19

L5 1 MD15_S26

L5 11 MD14_S36

L6 11 SH2000-99-394-g S46
L6 6 _SH2001-106_11-b_S44
L7 14 7013]_S48 R1 001-bonnom.fastq.gz

* 12 FASTQ ne sont pas disponibles dans le répertoire ECOBIOP_ADNa: L1-1, L1-4, L7-15, L8-6, L9-12, L9-8, L9-10, L3-3,L7-11, L7-
9,L1-2,L1-7

- Une autre source est-elle disponible ? ng6 ? Disque dur ?



INRAY .
Premiers tests

Un échantillon L2-6 TP1 France Roquemissou (Aveyron) Néolithique (-6000 -2200).

samtoobash-4.45 samtools idxstats L2 6 TP1 S75.sort.bam
NC_010007.1 16677 196145 1487

NC 025589.: 16751 3696 53

NC_825648.: 16737 2240 17

NC_828593.1 16736 1969 21
NC_838175.] 16739 2086 29
NC_081960.] 16665 18558 o7
e i} i} 44930

- mapDamage inutile pour trouver les vrais variants car la profondeur est telle que les dommages faits a I'ADN sont masqués.



Premiers tests

INRAZ

http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/mito/igvjs_multifasta.html
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INRAZ

Premiers tests : Bonne qualité du consensus

‘ IGV Mito |NC_010007.v| | NC_010007.1:1,847-3,931 | Q 2.085 bp




INRA@ 1 . TODO : )
Alignement sur multiFasta oo Qe ADN o

- Histo Nb seq. / éch.
- Histo Nb seq. alignées

Choix de 5 références pour générer un multifasta : (source PartitionCaptureMitoParLot.xIsx):
Salmo trutta trutta NC_010007.1

Hucho hucho mitochondrion NC_025589.1

Coregonus muksun mitochondrion NC_028593.1

Coregonus ussuriensis mitochondrion NC_025648.1

Coregonus chadary mitochondrion NC_030175.1

(puis ajout salmo salar dans la suite des tests)

Alignement sur 5 échantillons moins riches en ADN :

lib [DNA] ng/ul endo %
L9-13 155 11

L2-4 96 009 Nb. align. seq. (1)
L5-6 298 0,8 Sample NC 010007.1 NC 025589.1 NC 025648.1 NC 028593.1 NC 030175.1|NC 001960.1
L9-4 46,9 0,8
L9-14 27,1 0,8 L9 14 SH1979-4-6843-a S56 | 5687 226 100 75 74 503
L5-11 266 0.6 L5 6 MB8 S31 1403 602 252 272 241 19719
L9-6 31,3 0,6 — = -
L5 11 MD14 S36 97040 3487 1799 1723 1802 9437
L9 6 SH1979-4-6843-b 553 | 21848 605 322 302 293 1617
L2 4 CD2 574 15 3 12 1 2 15

(1) Nombre de séquences alignées pour chaque référence (samtools idxstats troisieme e)

- Pas de corrélation entre le nombre de séquences et la quantité d’ADN.



INRAZ . .
Alignement sur multiFasta

bash-4.45% samtools idxstats L9 14 S

Nb. align. seq. (1) NC_010007. 16677 5687 91
Sample NC_010007.1 NC 025589.1 NC 025648.1 NC 028593.1 NC_030175.1 NC 001960.1 Htakkess 16751 226 3
NC_025648. ] 16737 106 0
L9 14 SH1979-4-6843-a_S56 5687 226 100 75 74 503 NC_028593.." 16736 75 2
NC_030175.1 16739 74 0
NC_0019660. 16665 503 5
Multi align L9 14 SH1979-4-6843-a_S56 Multi align L9 14 SH1979-4-6843-a_S56
IGV Mito |NC_D10007.v| | NC_010007.1:1-16,677 Q, 16 kb IGV Mito [NC_028593. | NC_028593.1:1-16,736 Q 16 kb
( (
"b L l'm L 2'“) L 3"“3 . “'(D . SI::D ] 1kb 2 kb 3kb d kb 5 kb
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Alignement sur multiFasta

INRAZ

Zoom sur zones moins couvertes :

il

%m :@:C--

Zoom sur zones coloriées dans histogramme — Consensus ok
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INRAZ . , .
Alignement & Sélection

Id Period sample mean coverage | median coverage | Ref principale en fonction du nb seq. alignées
L6-11 | 4400-4000BC L6 11 5H2000-99-394-g_546 | 340,431 630,35 Salmeo trutta NC_010007.1 (137754)
1/ AIignement de 'ensemble des L9-15 | 4400-4000BC L9 _15_SH2000-99-390-c_S57 | 147,295 223 Salme trutta NC_010007.1 (44148)
échantillons disponibles avec le L6-6 | 4900-4500BC L6 6 SH2001-106 11-b 544 | 32,1258 27 Salmo trutta NC_010007.1 (9938)
m,UItIfaSta pOL:Ir re}CUperer Ie nb' De L&-4 800-1000 AD =VIKING PERIOD L6_4 5H1979-4-6843-c_ 542 |179,328 3245 Salmo trutta NC_010007.1 (67175)
séquences alignées et les
) L&-3 800-1000 AD =VIKING PERIOD L6_3_5H1979-4-6843-e 541 |132,26 165 Salmeo trutta NC_010007.1 (41909)
profondeurs :
L9-14 |800-1000 AD =VIKING PERIOD L9 14 SH1979-4-6843-3_556 | 20,7994 11 Salmeo trutta NC_010007.1 (5687)
L5-6 azilien L5 6 MB8 531 59,6934 102 Salmo salar NC_001960.1 (19719)
L4-4 azilien L4 4 MB9 514 147,054 45 Salmo salar NC_001960.1 (59671)
L11-6 |Late Neolithic (c. 2800 BC) L11 6_5C0_116_569 175,585 128 Salmo trutta NC_010007.1 (49085)
L11-3 |Late Neolithic (c. 2800 BC) L11 3 5C0_114 568 89,1935 47 Salmo trutta NC_010007.1 (24367)
. . L10-11 | Later medieval and post medieval (1400-1800 AD) | L10_11_SCO_1338_563 499,582 577 Salmeo salar NC_001960.1 (166059)
PaleoFish_mito_v2
.ods L11-7 |Later medieval and post medieval (1400-1800 AD) | L11_7_SCO_1354_570 291,815 123 Hucheo huche NC_025589.1(10302)
L5-1 magdalenien = paléolithique supérieur L5 1 MD1l5 526 360,818 615 Salmo salar NC_001960.1 (177582)
L5-12 | magdalenien = paléolithique supérieur L5 12 MD9 537 191,109 333 Salmo salar NC_001960.1 (69810)
L5-2 magdalenien = paléolithique supérieur L5 2 MD7_S27 79,2106 16 Salmo salar NC_001960.1 (27828)
2/ Critéres de sélection des 27
- . L2-10 | Médiéval L2 _10_MPHB2_578 397.896 725 Salmo salar NC_001960.1 (139394)
échantillons :
L2-11 | Médiéval L2_11_MPHB3_579 251,258 341,5 Salmo salar NC_001960.1 (81468)
. 2/3 échanti”ons par période L10-4 | Moderne (XVle siécle) L10_4 BC8_561 528,619 834 Salmo trutta NC_010007.1 189670()
distincte L10-1 |Moderne (XVie siécle) L10_1_BC5_S58 311,279 416,5 Salmo trutta NC_010007.1 (114132)
L10-5 |Moderne (XVle siécle) L10_5_BC9 562 117,123 116 Salmo trutta NC_010007.1 (38431)
L]
ave_c une couverture medlane L2-7 Neolithique L2_7 TP2_576 859,351 1825 Salmo trutta NC_010007.1 (302730)
variable : haute - moyenne — ——
basse L2-6 Neéolithique L2_6 TP1_575 527.888 496,5 Salmo trutta NC_010007.1 (196145)
L3-5 Paléolithigue supérieur (Azilien) L3_5 SM3_52 311,605 526,5 Salmeo trutta NC_010007.1 (96592)
L9-4 Paléolithigue supérieur (Azilien) L9 4 SM1_552 10,1096 8 Salmeo salar NC_001960.1 (3186)
LO-4 Paléolithique supérieur (Magdalénien) LO 4 EG9_S84 55,5137 127,5 Salmo salar NC_001960.1 (7607)
LO-6 Paléolithique supérieur (Magdalénien) L0 6 EG13 586 167.66 50 Salmo trutta NC_010007.1 (71382)

L2-3 Paléolithique supérieur (Magdalénien) L2_3 EG3_573 80,2654 8 Salmo salar NC_001960.1 (30140)



INRAZ . e .
Alignement sur référence maijoritaire

sample | Ref. maj. 1st align. min | 1st align. max | 2nd align. min | 2nd align. max | IGV
LO_4 NC_001960.1|0 571 0 930
LO_& NC_010007.1 |2 1103 2 1120
L10_1* |NC_010007.1|25 1035 57 1052
* Second l'alignement que sur la référence majoritaire de chaque échantillon 110_11 7| NC 00196011 1536 8 -
- pour éviter de dépeupler des zones qui sont partagées entre plusieurs 1104 |NC010007.1)43 1043 13 1042
références_ L10 5 NC_010007.1|6 389 22 407
L11_3 NC_010007.1|3 248 13 289
* Ajout d'un filtre sur la qualité des alignements : -q 20 111.6* |NCO10007.1/1 777 ' 27
L11_7 NC_025589.1|0 2172 1 4418
* Profondeur min assez grande pour avoir confiance dans la référence. 1210 | NC 001960.1)1 1115 s 1115
L2_11* |NC 001960.1|1 689 18 748
* Comparaison des profondeurs min et max : 23 | NC001960.1 1 293 6 293
* au 1¢ alignement : sur multifasta et non filtré 2.6  |NC_010007.1|51 1996 92 2006
* vs 2nd alignement : sur référence majoritaire et bam filtré g 20 2.7 | NC_010007.1 119 2626 283 2630
L3 5 NC_010007.1| 24 1044 93 1048
- Ceci nhous permet donc effectivement de récupérer de la profondeur L4 a NC_001960.1 2 1274 22 1274
L5_1* NC_001960.1 |1 1520 31 1527
L5_12 NC_001960.1 |1 613 18 621
L5_2 NC_001960.1 |1 246 14 263
L5_6 NC_001960.1 |1 301 1 305
L6_11* |NC_010007.1 19 1631 103 1635
. L6_3 NC_010007.1 |8 462 25 462
* EXplOI’atlonS manue”es : L6_4 NC_010007.1|17 867 42 867
http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/mito/Second-pass-align/LO_4.igvjs.html - - :
Le_6 * NC_010007.1|1 148 1 157
L9 14 NC_010007.1|1 104 1 13;5
L9_15 NC_010007.1|12 437 27 437 7

L9_4* | NC_001960.1 0 54 : *



INRAS Alignement sur réference majoritaire
IGV LO_6

http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/mito/Second-pass-align/L0O_6.igvjs.html

i0bp 1,500 bp 1750 bp 2,000 bp 2,250 bp

Zoom sur zones moins couvertes = zones dégradées:

- Méme si trou => Blocs de N. Tant que la profondeur .
n’est pas nulle alors la référence est bonne. J

- Méme si dégradé -> consensus possible. .

- Hétérozygotie, mais pas trop de variations différentes =
dans les différentes séquences => consensus propre. ! [

Zoom sur quelques petites variations aléatoires qui ne changent pas le référence : : !

12



INRAZ

D

Perspectives

émarche pour générer les nouvelles référence:

Contréler la qualité des alignements avec IGV.
Sélectionner les échantillons a conserver (avec Joélle).
Extraire la séquence consensus de référence en sélectionnant

un groupe d’échantillons ayant la méme référence majoritaire.
Par exemple, les 8 échantillons truite.

Consensus

NC_ 00007, 1

N 030175 1
Consensus

NC_010007, 1

} a0 0 3 Al 5 =] T A il Ay 1 120 13
T TGECG TAGET TARLTARAGCA THRACHC TGAAGCT 31 TAAGHT GERCCETAGARRG T CCCGCGAGCHCAMIGEE T TEGETCCT GACTTTAC THTCAGCTCTARCTEARCT THCACA TECAAGTCTCCGER
G TERGTAGE T TAALTRAA LA TARCAL TGRAGLT GTTAAGAT GRACTE TAGRARGRT L CRLAGGLACRAGEE TTERTCC TGAC TTTAT TRTCAGLT T TARC TRAACT TACACATECAAGTCTECRCR
ECTGECG TAGCT TARCTARAGCATARCAC TGAAGCTGTTAAGAT GGACCCTAGAARGT CCCGCAGECACAAGGC T TGETCCTGACTTTAT TRTCAGCT TTARCTEARCT TACACATGCAAGTCTCCGER
GLTGECGTHGET TARCTARAGCATARCAL TERAGL T GTTRAGAHT GEACCCTAGARRGT CCCRCABGCACAAGEE T TGGTCCTHHCTTTAT TATCAGLT TTARC TGARCT TACACATECAAGTCTCCRCR
G TERECGTAGE T TARCTAMAGCATARCAC TGRAGL T GTTAAGAT GEACCC TAGRARNGTCLCOC apGLACRAGEL TTERTCCTGAC TTT TRTCAGL TE TARCTRARCTTACRCATECAAGTC TCOGCR
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TCCTGETGRGATECCETTRRT CCCCT G ORGERCE RGERGCCE GEA TCAGE DACGECCEGRCAGECCARGRACEDE TRC TAAGLCRCACT DCCRAGERARRC TCAREAGTGHTRRATHT TARGCCHTAAG
TCCTGTGRGATGCCC TTART CCCCTGEC DGGEGACE WGGEMAGE TEGCATCARE CACGLCCEGRCAGCCCARGACGDT TGRE TAAGLCACACT CCCANGERE AR TCAGCAGTGATRGATATTARGC TATAAG
TCCTGTGRGATGCCC T TART CCCCTGEC DEGEERACE RGERAGL TEGCF TCARE CAC GLCCL GECAGCCCARGRACHELE TEC TAAGLCACACL CCCAAGGARAC TCAGCAGTGATAGA TAT TARGC TATARG

TCCTGTGRGATGOCCTTART CCCCTGLL DRGEGACE AGERGC TE GCA TCARE CACGECCE GRCAGECCARGACGDE TRC TAAGCCACACT CCCAAGEHEARC TCAGCAGTGATAGEATATTARGC TATAAG
TCCTGTGREATGLCE TTART CLCCTGLT COGRGALE MGERGCLE GLATCAGE CACGLCCCGRCAGCCCARGACECL TGC TAAGLCACACC COCANGGRARAC TCAGC AGTGATIEATATTARGCLATIAG
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GRARGETTERACT TAGTARGE T TARGAGE FCCHETAARAC TCRTGCCAGCCAC CRCGRT TATRCGAGRGACLC TAGT TGRATAAC TACGGECE TRARGAGT 6T TACHEARRRATAT TCARTARAGCCGAAL
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CCCCCTORGCCETCATACKE AL TEGGG CACGEARGA TCTACTGE GRARGCRGCTTTARTTAT=GCC TEARCCCACDGACAGE T ACGRCACARAC TEEAT TRGATACE CCACTATECC TAGCCH TRARCTT
CLCCCT THECT G TCA TACGC PCC TG GGE CRCEIRAGE CCCAC TG GARRGCMGC TTTAATCACCACC TEARCCCACGACAGCTATGATACARAC TGGEAT TAGATACCCCACTATGCC TAGCCGTMARCT T
CCCCCTTRGCTETCATACGE ACC TERGE CACGARGE DCCAC TGE GARRGCAGE TTTAATCACCACT TEARCCCADGACAGLTATEATACAARC TEGEAT TRGATACE CCAC TATGCCTAGCCG TAARACT T
CCCCCT TGECTETCATACGE ACC THGEE CACEARGE DCCAC TG GAARGCMGC TTTAATCACCACC TEARCCCADGACAGL T AGGRCACAAAC TGAT TAGATACCCCACTATGCC TAGCCGTRARCT T
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GATGEIARCATACARC TARCATCCECCA FGGRATAC ARGCGECCAGE T THARACCCARAGGACT THELGGTECCT CHGRCCCACE TRGAGEAGCCTETTC TAGACCEATARCCCCCGT TCARCE TCACCH
BT GEARACATACARLTARC ATCCECCA GRGRATAC ARGCGCCAGLT TARMACCCARAGGACT THECGG TECCT CAGRCCCACE TRGAGEAGCCTET TC TAGACCHA TARCCCCCGT TCARCCTCACC A
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Eil Ll (] BB B30 Jon Lo Ten Tan T FE0 60 Jim i
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GUTCAATTARTCCTTCTANC TARGARGT TARCCGIACAARGEGRE AGGECARGT CGTANATGE TARGT GTACCGGANGE TGOGC T TGGARTARCCAGAGT G TAGC TMANTAGGAARGCACCTCCCTTCAD
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ETTCAATCTACCCTTCTARE TH TRACCGAACAARGGEE AGECAAGT CETARA MGAGCACCTCCCTTCAD
G TCHATCTACCC T TCTAAC [l'lﬁl'lﬂlil THACCGHA CHFARGG6E AGGCARGT CGTAR IEE [IIHJI I.|'I HIZI.MME [I:IUI.I 'Iﬁl'liﬁ flll'l:l:lllﬁl.l'l E [III].. I IIIEII:MIHHI’I.H.I: TCCCTICAD
ETTCRATor ReCCTTETARE TARGARGT TRACT GRACRARGEEE AGECARGT CRTARATRG TARRT GTACTGRARGG TRCAL TTERARTARCCAGAGT G TAGE TR ghcAbaRg ARCACCTECCTTCAD
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GAGAMGACATCCGTECARAT DGGGTCAC O TEAGC T GAC TAGCTAGCCARCHCAT T TGEGTC TARCCCACASICAT RCATATCCC TATARMAC T TARARRT TAAGTCAACARRCCAT TTTTCCACCTTAGTA
GRGARGACATLCGTECARRT DRGETCAL DL TRAGET AL TAGET ARCCCACACAT TTGGTCTARCLCACRACAT ATATACCLDCACARRAL T TRRART TRAGTCAACARRCCATTTTTCCCCC TTARTA
GRGARGACATCCGTGCARNT CGGGTCAC DL TGRAGCTGAC TAGCTAGCCCACACATTTGGTC TARCCCACRACATATATARCCCCACARMACT TRGART TAAGTCRACARRCCAT TTTTCCCCCTTAGTA
GAGARGALH LG TGCHRRT CORGGTCHC O TGAGLT GHC THGL T AGCCCACACAT 1661 CTRACCCACHACAT BCA THCCCCCACHARALC T THEART THAGTCRRCARACCAT TTTICCCCCTTAGTA
ERGAREACATCCGTELARAT DEGETCAC DL TRAGE TGAC TAGE T AGCCoACACATTTRRT CTARCCCACRACAT ReATA , CCCoAcARMACTTRRART TRAGTCAACAARCCAT TTTTCCLCTTAGTRA

U 1180 1190 120 b= 1) 1220 123 1240 1250 1264 1270 1 1790 13
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Perspectives

« Générer une nouvelle référence consensus avec les seconds alignements sur ces échantillons avec un outil d’alignement multiple comme
MAFFT.

* Analyse phylogénétique (dendrogramme) pour calculer la distance entre les références générées.

* Analyse des variants entre les références et replacer les individus par rapport aux variants.
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Perspectives
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Conclusion

Grandes variabilités sur les quantités de séquences produites.
Certains échantillons corrompus ou absents ~ 30 perdus / 89.
Beau potentiel avec ~ 20-30 truites et ~20 saumon.

Voir si des zones géographiques et des périodes historiques sont perdues.
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